







































































































 率(S2細胞系)や転写・翻訳活性(h3.＼蒼  く〉畑胞生存率(S2c鋤(20
 一☆一転写・翻訳活性(船給cZ〉 'αcZ系)にはまったく影響を与えなかっ魏0
 化合物豊OO謹縮30
 た(麺琶re2)。したがって,化合物互
 Co韓ce腕重匿atioη(μ9/mL〉
 は自然免疫選択的抑制作用を有するこFigure2.化合物豊の化学構造と自然免疫抑制作用
 とが判明した。
 [第3章シクロペンタンジオール化合物の自然免疫活性発現機構の解析]
 本スクリーニング法により,自然免疫選択的抑制物質として見出した化合物旦の有用性を明らかにし,
 活性発現機構を解明する目的で,ショウジョウバエ,及びヒト臍帯静脈血管内皮細胞(HUVEC)を用いて,
 化合物豊の自然免疫への作用を解析した。
 ・ショウジョウバエによる解析
 化合物亙の∫ηゆ。における自然免疫抑制作用を微生物感染モデル系により評価した。その結果,化合
 物蓋を与えたショウジョウバエ成虫は油d経路の活性化が阻害され,グラム陰性菌E'w禰θoo縦。ソorθの
 感染に対して生存率が低下した(嬉ロre3)。一方,化合物iはTo1互経路の活性化には影響を与えず,グ
 ラム陽性菌餓'o箔oooco麗加ε粥の感染に対して生存率を変化させなかった。以上から,化合物直はショウ
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 ジョウバエにおいて,∫'zviソ。でimd経路を選択的に阻害するこ
 とにより自然免疫抑制作用を示すことが明らかとなった.
 次いで,化合物璽のショウジョウバエにおける作用点をimd
 経路内のタンパク質過剰発現系により解析した.化合物豊はア
 ダプター分子IMDの過剰発現による自然免疫の活性化を抑制
 したが,MAP3キナーゼdTAK1を過剰発現した際は抑制しな
 かった。したがって,化合物豊の作用点は1MDとdTAK1の間
 に存在すると推定した.
 ・厭八碗Cによる解析
 ショウジョウバエのimd経路はヒトの炎症誘導機構である
 一rNF経路と極めて類似することが知られている.4)そこで,
 1NF経路に対する化合物豊の作用をHUVECを用いて解析した.
 裕。
80
ハぷ
 ご60
邸
.≧
≧40
コ
の
20
 一重{)曜234567
 c麟鵬e(day〉
 Figure3.E.cαヂofOvo雌感染における
 化合物豊の厩ソεvo自然免疫抑制作用
。
 →コー感染(+1,化嵩物(÷)
 一つ一感染(+),化合物(一)
 込一感染1一),化合物(+)
 まず,TNF一α刺激によるNF一慮の活性化を検討したところ,化合物璽はNF宝Bの核内移行と標的
 D醤A結合活性を抑制した.したがって,HUVECにおいて化合物1はTNF経路を阻害することが示唆さ
 れた。
 続いて,TNF経路の個々の因子に対する化合物重の作用を検討することにより作用点を解析した.
 その結果,化合物玉はTNF一α刺激により誘導される眠K,kB一αのリン酸化を抑制した.さらに,化合
 物重はTAK1とTRAF2を含む活性化複合体の形成も阻害した
 下腿F-oこ(min.)一一哩5彊5
 (負gure4).以上より,化合物iのTNFl経路における作用点
 はTAK1の上流に存在すると推定した.
 最後に化合物豊のヒトの自然免疫に対する作用を検討し
 た.化合物査はTNF一α刺激による好中球走化性因子賦一8,
 単球走化性因子MCP-1の産生量を低下させた(最gure5)。一
 方,化合物蒐は1L-1β刺激によるIL-8,MCP-1の産生には影
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 F{gure4.化合物豊のTAK1-TRAF2
複合体形成阻害作用
 響を与えなかった.したがって,化合物藍はTNF経路を選択的に阻害することで,ショウジョウバエの
 みならずヒトの自然免疫も抑制することが示
 唆された.
 [考察]
 本研究によって,化合物置がショウジョ
 ウバエではimd経路に対して,}㎜Cでは
 TNF経路に対して選択的に作用することによ
 り,自然免疫を抑制することが明らかになっ
 た。また,ショウジョウバエと}{UVECの双
 方において,化合物丑はアダプター分子と
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 Fig琶re5.化合物蓋のケモカイン産生阻害作用
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 MAP3キナーゼの間で作用すると推定されたため,
 化合物重はショウジョウバエとヒトで共通性の高い
 タンパク質の機能を阻害する可能性が示唆された
 (董gure6)。
 以上から,化合物丑が自然免疫を標的とする新規
 医薬品のり一ド化合物になりうることが示されると
 ともに,昆虫を用いた自然免疫制御物質の探索がヒ
 トの創薬研究につながることが明らかとなった。
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 審査結果の要旨
 ショウジョウバエや線虫などのモデル生物は,哺乳類に比べて単純化された生理機構をもつ.また,
 それらは生活環が短く,飼育が容易であるとともに,遺伝子を変異させた個体を容易に作製して利用す
 ることができる.したがって,モデル生物は哺乳類に作用する生物活性物質の探索やその活性発現機構
 の研究において有用性が高い.
 近年,ショウジョウバエの自然免疫機構が哺乳類のそれと極めて類似していることが明らかにされ,
 ショウジョウバエを利用した哺乳類の自然免疫研究が注目されている。本論文では,自然免疫を標的と
 する新規医薬品の創製を目指し,スクリーニングにショウジョウバエを用いて天然資源から自然免疫選
 択的制御物質を探索した.膨大な数の天然資源成分から活性物質を発見するためには,迅速で簡便に試
 料の活性を測定することができるアッセイが必須となる。そこで,本論文では,昆虫細胞および遺伝子
 導入したショウジョウバエ個体を用いた3種のアッセイを開発し,それらを適切に組み合わせることに
 より自然免疫に対して選択的に働く物質を探索する新たなスクリーニング法を構築した。続いて,本ス
 クリーニング法によって微生物を中心とする天然資源に含まれる成分に活性物質を求め,廊ρε響〃総属
 糸状菌から自然免疫選択的抑制物質であるシクロペタンジオール関連化合物璽を見出した。さらに,ショ
 ウジョウバエおよびヒトにおける化合物且の活性発現機構の解析を行った。その結果,ショウジョウバ
 エを用いた∫'τソ∫vo実験によって,化合物豆は玉md経路に選択的に作用すること,またヒト臍帯静脈血管
 内皮細胞(}{UVEC)による実験でTNF経路に選択的に作用して炎症に関与するケモカイン産生を抑制す
 ることを明らかにした.加えて,化合物翌の作用点は,アダプター分子とMAP3キナーゼの間の細胞内
 シグナル伝達系に存在することを推定した。これらの結果は,化合物玉がショウジョウバエのimd経路
 とヒトのTNF経路で共通するタンパク質の機能を阻害することで双方の自然免疫を抑制することを示し
 ている。
 以上,本論文は,ショウジョウバエを利用した自然免疫制御物質の探索が新たな医薬品開発にとって
 きわめて有用であることを示すとともに,化合物玉がヒトの自然免疫を標的とする敗血症治療薬,抗ア
 レルギー薬,抗リュウマチ薬のリード化合物,あるいは自然免疫研究におけるバイオプローブとしての
 可能性をもつことを示した。このように,本論文は,新たな着想から天然物化学,免疫学分野に大きく
 寄与する結果を得たといえる.
 よって,本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める.
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